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論 文 内 容 の 要 旨 
 
【目的】細胞に対する遺伝子の導入は一般的に用いられている技術であるが、導入する遺伝子・細胞
によってその効率は大きく異なっている。中でも神経細胞は遺伝子導入が困難な細胞であり、神経細
胞に対する簡便かつ高効率の遺伝子導入法の確立は神経研究を進める上で重要な課題である。遺伝子
導入法としては、（1）リポソームと呼ばれるリン脂質二重膜の小胞の内部に遺伝物質を封入して細
胞膜を通過させるリポフェクション法、（2）電気的に細胞膜に穴を開け遺伝物質を通過させるエレ
クトロポレーション法、（3）ウイルスベクターを用いて遺伝物質を導入する方法がある。 
【方法と結果】初代神経細胞に対する様々な遺伝子導入法について検討し、条件の最適化を行った。
神経細胞は小脳顆粒神経細胞を用いて、導入する遺伝子は pCAGGS-green fluorescent protein (GFP) 
を使用した。必要な細胞数、遺伝子導入の効率、さらに導入後の小脳顆粒神経細胞の細胞塊形成能と
形態に注目し比較検討を行った。その結果、リポフェクション法は遺伝子導入効率が極めて低く、か
つ小脳顆粒神経細胞の形態も変形しており正常な細胞塊を形成できないことが分かった。また、エレ
クトロポレーション法の一つである Amaxaでは一定の遺伝子導入効率の改善は認められるものの、遺
伝子導入後はリポフェクション法と同様に小脳顆粒神経細胞の形態が変形し、正常な細胞塊を形成で
きないことが分かった。一方、エレクトロポレーション法の一つである Neon は必要細胞数も尐数で
済み、高い遺伝子導入効率が得られ、かつ小脳顆粒神経細胞の形態も理想的であることが分かった。
さらに Neonを用いて mitotic kinaseである Aurora-Aを神経細胞に導入し発現させた。その結果、
リン酸化活性のない不活性型の Aurora-A の導入発現は神経細胞の遊走を有意に抑制することが証明
された。このことから Aurora-A は細胞分裂だけでなく、神経細胞の遊走にも重要な役割を果たして
いることが分かった。 
【結論】神経細胞に対する効率のよい遺伝子導入法を確立し、Aurora-A の神経細胞遊走に対する新
たな機能を発見した。 
 
 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 
遺伝子機能の解析のためには，細胞に発現ベクターや small interfering ribonucleic acid 
(siRNA) を導入することは必須の技術となっている．細胞に対する遺伝子導入法としては（1）リン
酸カルシウム法、（2）リポフェクション法、（3）マイクロインジェクション法、（4）ウイルスベクタ
ー法、（5）エレクトロポレーション法などが一般的に用いられている。一般的に分裂細胞は導入遺伝
子が細胞核に移行しやすく，良好な発現効率が得られるのに対して、終末分化した細胞であり非分裂
細胞の神経細胞は DNAのトランスフェクションが最も困難な細胞の一つである。さらに神経細胞は微
小環境の変化に非常に敏感であり、トランスフェクション後すぐに死滅しやすいなどの困難を伴って
いる．我々は顆粒神経細胞を用いて様々な遺伝子導入法の検討を行い、さらに Neon を用いた遺伝子
導入法の最適化を行った。この方法を用いて mitotic kinaseの Aurora-Aの神経細胞遊走に対する機
能解析を行った。これまで、mitotic kinase は細胞分裂の M 期に機能するのみであると考えられて
きたが、我々は Aurora-Aが神経細胞の神経突起の伸展に重要な役割を果たしていることを報告した。
今回、不活型 Aurora-A を顆粒神経細胞に導入し、神経細胞遊走に与える効果を解析したところ、コ
ントロールに比較して不活型 Aurora-A を導入した神経細胞は遊走が有意に抑制されていることが分
かった。このことから Aurora-A は非分裂細胞である神経細胞の遊走においても重要な役割を果たし
ていることが明らかとなった。 
これらの結果は遺伝子導入法の改良を通して mitotic kinaseの Aurora-Aの神経細胞における新た
な役割を明らかにしたものであり、博士（医学）の称号を授与するに値するものと判断された。 
